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中枢神経系 に お ける モ ル ヒ ネ耐性形成機構 を解明す る た め に , テ ン ジ クネ ズ ミ を用 い て分界条床核
ニ ュ ー ロ ン の オ ピ エ ー ト類縁物質に 対す る感受性お よ び慢性モ ル ヒ ネ投与の 影響 につ い て調 べ た . 〟 一受容
体作動其の モ ル ヒ ネお よび 6一 受容体作動薬の D- Ala2- Met5-enkephalin a mide(D A M A)や D- Ala2 - D -Le u5
-e nkephalin な どの エ ン ケ フ ァ リ ン類は い ずれ も分界条刺激に 応 じ分界条床核 で誘発さ れる場の電位 を抑制
す る こ と が脳切片 を用 い , in vitr oで観察さ れ た. 次に , 62個の ニ ュ ー ロ ン か ら細胞外誘導に よ り, 単 一
神経細胞放電 を記録 し, モ ル ヒ ネ お よび DA MA が こ れ らの ニ ュ ー ロ ン に お よぼ す影響に つ い て調 べ た . そ
の 結果 62個 の ニ ュ ー ロ ン の う ち , 26個 は モ ル ヒ ネ お よ び D A M A, 6個は モ ル ヒ ネ の み, 3個 は D A M Aの
み に よ り抑制 され た. こ の 結果 は, 分界条床核 の オ ピ エ ー ト感受性 ニ ュ ー ロ ン のう ち 75%の ニ ュ ー ロ ン に
は 〟 お よ び ♂ と い う 2種類の異な っ た受容体 が存在す る こ と を示 し てい る. モ ル ヒ ネ ペ レ ッ ト埋め込 み後
3 日 めに , テ ン ジク ネズ ミ はモ ル ヒ ネ耐性と な り, モ ル ヒ ネ に 対す る感受性は低下 し, E C5 ｡(最大効果の
50% の 効果を生ずるモ ル ヒ ネ濃度)は対照値 13〟M か ら 79J∠M と約 6倍増加 した. この 結果は , 分界条床
核切 片で も モ ル ヒ ネ耐性現象が観察さ れ る こ と を示 して い る. ま た , 中枢神経系 に お ける モ ル ヒ ネ耐性形
成機構 を解明 して い く た め に , 分界条床核切片が有用 な 1 つ の モ デ ル と なる こ とが わ か っ た . ペ レ ッ ト埋
め込 み後 3日 め で も, エ ン ケ フ ァ リ ン類 に 対す る感受性は変化せず, モ ル ヒ ネ と エ ン ケ フ ァ リ ン類 との 間
に 交叉耐性は形成 され な か っ た . さ ら に 分界条床核で抑制性 に 作用 す る伝達物質候補である ノル エ ビ ネ フ
リ ン に 対 する 感受性 に も変化が ない こ と がわ か っ た . ペ レ ッ ト埋め 込 み後 3日 め に ペ レ ッ トを除去し, モ
ル ヒ ネ耐性の 回復過程 を調 べ た . ペ レ ッ ト を除去す る と モ ル ヒ ネ 耐性 は徐々 に 減弱 し, 約14 日以内に E C5｡
は19/JM と ほ ぼ対照値 ま で 回 復 した. モ ル ヒ ネ耐性形成 に 伴う オ ピ エ ー ト受容体の性質の変化を[3Il] -
dihydro m o rphin eを用 い ラ ジ オ リセ プタ
ー ア ッ セ イ で 調 べ た . しか し対照群と耐性動物群と の間に オ ピ エ
ー ト受容体結合能の 差異は認 め な か っ た . 以上 の 結果 か ら モ ル ヒ ネ 耐性は, オ ピ エ ー ト受容体の数や親和
性の 変化 に よ り生じ たの で は な く, 受容体活性化と神経病動抑制作用 を媒介す る機構の 変化に より生 じた
も の と 考え られ る .
Eey w o rds モ ル ヒ ネ, モ ル ヒ ネ耐性, オ ピ エ ー ト受容体, エ ン ケ フ ァ リ ン,
分界条床核
モ ル ヒ ネ (m o rphin e, 以 下 M O R と略) を代表 とす
る各種の 麻薬性鎮痛薬は い まな お 臨床的 に 重要で あ る
が, 副作用 と して耐性 ･ 依存 をき た しや す い こ と が問
題 と な っ てい る .
従来 か ら M OR 耐性形成機構 をオ ビ ュ ー ト受容体(以
下特記 し ない か ぎり受容体 と略) の 数あ る い は親和性
の 変化で説明 しよう と の 試み は なさ れ て い た が , 受容
体に 関 す る研究は, 1973年, 簡便 な受容体 との 立体特
異的結合測定法の 開発に よ っ て 3研究機開 か ら
"
オ ビ
ュ ー ト受容体 を同定 した
"
との 報 告1ト 3)が出て以 来飛躍
的 に進展 した . そ の 結果, 受容体の 分布は脳 の 部位 に
よ り異な る こ と , また 末棺組織 に も存在す る こ とが わ
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さ らに 最近の ラ ジ オリ セ ブ タ ー ア ツ セ イ の結
果 に よれ ば, 受容体は必ず しも単 一 の もの で は な く,
オ ビ ュ ー ト類 と内因性のオ ピオ イ ド ぺ ブ タイ ド類 の受
容体 の差異は明確 に な り, 受容体 の 多様性の概念は広
く認 め られ る よう にな っ た5).
一 般 に in vitr oで の脳 ホ モ ジネ ー トに 対す るオ ピ エ
ー トの立体特異的結合の強 さ とin viv oで の 鎮痛活性
はよ く相関す る と言わ れ て お り, また鎮痛効果の強さ
は副作 用 で ある耐性 ･ 依存形成態 とほ ぼ 平行関係 に あ
る こ と か ら, 受容体 へ の結合 と それ に つ づく反応の 変
化 を調べ る こと が 耐性 ･ 依存形成機構 を解明 す る上 で
重要 で ある と考 えられ る.
従来か ら M O R耐性形成機構解明 は主 と して 末棺組
織摘出標本 を用い て行わ れ て き た. 特 に テ ン ジ ク ネ ズ
ミ 回腸縦走筋 一 神経帯標本は, Ko ste rliz らが エ ン ケ フ
ァ リ ン(以下E N K と略)の発見 に 際 し使用 した標本 と
し て も有名であり, ま た受容体 モ デル と して 有用 で あ
る と言 われ て い る6).
一 方 中枢神経系の モ デ ル と して は, 培養細胞 を用い
た 系があ るが7), 脳切 片を用 い て M O R耐性形成機構を
解明 し ょうと 試み た例 は ほ と ん どな い 8). 脳 切片はi11
vitroにお い て生理 的条件下で神経活動に およ ぽす種々
の 要因を調 べ る こ とが 可能 で あ る とい う有利 な点 を持
っ て い る. した が っ て脳切片 を用 い た 系で M O R耐性
形成機構 を調べ る こ とは , 従来末棺桶出標本で調 べ ら
れた M O R耐性現象と中枢 に お い て , 主と して行動薬
理学的な実験 に よ り調 べ ら れ た M O R耐性現象 を結び
つ け るた め に 重要であ ると 考え られ る. さ ら に 脳 ホモ
ジ ネ ー トや培養神経細胞で得 ら れ た M O R耐性現象 と
中枢 に お け る M O R耐性現象と の構 わた しと して も,
脳切片を用 い た 系で M O R耐性形成機構 を調べ る こ と
は有益である と思わ れ る.
中枢神経系内の どの 部位が M OR 耐性 ･ 依存形成 に
関与 して い る の か 現在 の と こ ろ ま だ 定説 は な い が,
Calvin oら9)は ラ ッ トで分界粂床核(bedn u cle u s ofthe
striate r minalis,以下 BST と略) へ の有力 な入 力線維
を送る扁桃体中心核お よ び それ らの線推束 で ある 分界
条 (stria ter min alis, 以 下 S T と略) を両側性 に 破壊
する と M O R耐性 ･ 依存 に 特異的な禁断症状の発現が
妨げら れ た と報告した . ま た W o ote n ら1 0)は[1 4C]T2
- デ オ キ シ グル コ ー ス オ ー ト ラ ジオ グラ フ イ ー で , 禁断
症状発現時 に , 扁桃体中心核 , BST, 脚間核等で ブ ド
ウ糖利用率が著明に 増大す る こ と を見い 出 し, B S T が
M O R耐性お よび禁断症状発現に関与 してい る部位であ
る こ と を示 唆 した . さ らに U hl ら1 1)に より BST は扁桃
体中心核 から E N K含有神経線維を受 けて い る ことが報
告 され , また 脳幹 か ら n o r epin ephrin e(以 下 N E と略)
含有神経 線維 を 受 け て い る こ と が Sw a n s o n&
Hartm a n
1 2)の 研 究 に よ り 明 ら か に さ れ た. す で に
Sa w ada & Ya m a m ot 1 3)は B S T の脳切片を用 い ,
E N K煩お よび NE 等のカ テ コ ー ル ア ミン 類が S T刺激
に 応 じ B S Tに 生ずる場の電位 を抑制す る こ とを報告し
て い る
.
した が っ て M O R耐性形成 に 何 らか の 関与 を
し て い る部位 と さ れ る B S T の脳切片 を用 い , M O R耐
性形成お よび 耐性形成 に 併う 受容体 の 変化等 を調 べ る
こ と は非常 に 重要で あ る と思わ れ る.
以上 の こ と か ら今回 の 実験で は 中枢神経系に お ける
M O R耐性形成機構 を解明す るた め,け)正 常動物 に おい
て, オ ビ ュ
ー ト類縁物質が B S Tニ ュ ー ロ ン に い かなる
作用 をお よぼ す か ,(2)B S Tの 脳切片を用 い る実験系で
も M O R耐性現象が観察 され る か, (3)耐性形成時に 受
容体の数, 親和性 な ど受容体の 性質が変化す る か, (4)
オ ビ ュ ー ト受容体 の多様性が認め られ てい る が ,M O R
耐性が こ れ ら多種類の受 容体 に い か な る影響 をお よ ぼ
すか, な どの 点に 注目 し, 電気生理 学的, な らび に 神
経化学的実験 を行 っ た.
材料 お よ び方法
Ⅰ
. 実験動物
体重 200～ 250g, ハ ー トレ 一 系雄性 テ ン ジ ク ネズ ミ
を用い た.
ⅠⅠ. モ ル ヒ ネ耐性動物の 作製
M O R耐性動物 は, G ibs o n& Tingstad
1 4)の 方法に
準 じて 作製 した M O Rペ レ ッ ト(塩酸モ ル ヒ ネ75m g 含
有) を透析チ ュ ー ブ に 包み, 動物 を軽く エ ー テ ル麻酔
した後 , 1匹 あた り 2個背部皮下 に 埋 め込 ん で 作製し
た
.
ま た, 無処置の 動物 を対照と し て用 い た . 実験群,
対照群 とも に 5 ～ 6 匹 を1つ の ケ ー ジの 中で飼育 し,
行動薬理 学的な耐性 (あ る い は依存) 形成の 有無 は実
験群中か ら 1 ～ 2匹 を選ん で , M O Rの 特異的桔抗薬で
あ る n alo x o n e(以下N A L と略)5m g/kg を腹腔内に
注射 し, 惹起 さ れ る禁断症状 を Goldstein & Schulz1 5),
Wei ら1 6)の 判定規準を参考 に して判定 した . N A L は先
の Sa w ada & Ya m a m ot 1 3)の 報告で, B S Tの オ ビ ュ
ー ト受容体に 不可逆的 に 結合し て し まう こ と, な らび
に 今回 の 実験 の主 た る目的が禁断症状発現時の 変化で
は なく , 耐性形成時 の変化 を調べ る こ と に あ っ た ため ,
N A L注射 に より禁断痺状の発現した動物は 以下 の 実験
に は使用 しな か っ た .
ⅠⅠ . 電気生理学的実験
1 . 分界条お よ び分界条床核脳切片の作製
S T お よ び B S T を含 む 脳 切 片 は Sa w ada &
Ya m a m ot 1 3)の 方法に 従っ て作製 した. す な わ ち, 摘
出し た脳 を中心線 に 沿 っ て半切後,大脳皮質 を除去し,
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線条体, 海馬, 中隔 を露出させ た
.
つ い で , 海馬と 中
隔の境界で脳弓を切 断後, 脳弓の 吻側断端部を前内側
方へ 除去し B S T を露出させ , さらに 海馬を除去 して S T
を露出さ せ た. 次 に カ ミソ リ刃 を用 い S Tの 内, 外側緑
を切帆 S Tお よ び BS Tを含む切片 を切 り出 した. こ
の 切片 か ら 立体顕微鏡下 に 余分な組織 をさ ら に 除き ,
B S T郡を厚さ 300～ 400/J m の 薄切脳切片と した. 完成
し た切片は た だ ち に標準液中に 移 し, 360Cで 少な く と
も 1 時 間 は イ ン キ ュ ベ ー 卜 し た の ち 観 察 槽
(Ya m a m ot 1 7)) に 移し電気活動 を記録 した. 観察槽
(容量 1･2 ml)の 温度は 360Cに 保 ち, 36
0
Cに 保 っ た標
準液 を1･5 ml/min の 速度で 観察槽 へ 流し た. 薬物は標
準液中に 一 定濃度 の 薬物 を加 え る 方法 で適用 し た.
M OR は光分解 を防 ぐた め適用 直前 ま で , アル ミ ホ イ ル
で 包み遮光 した . 標 準熟ま以 下の 組成の も の と し (終
演凰 m M), 使用 前 に 95% 02+5 % C O2浪合ガ ス を
30分 以上 通気 した : NaCl, 124 ∴K Cl, 5: K H2P O.,
1 ･24; M gSO. , 1･3: CaC12, 2.4 : NaH C O｡ , 26;
glu c o s e, 10.
2 . 電位記録の方法
S T刺激に は, 先端以 外を絶縁 した 双極銀線電極(先
端間隔0･2～ 0.3rn m) を用い た . 場 の 電位記録に は,
先端 の 太さ 1 0～ 20/∠m の 150m M NaCl をつ め たガラ
ス 電極 を用い , 電極 に 誘導さ れ た電位 を増幅後, デ ー
タ プ ロ セ ッ サ ー (A T A C 350, 日本光電)で処理 し, Ⅹ
-Y レ コ ー ダ ー 上に 表示 さ せ た
. 場の 電位 の大き さ は,
基線 か ら頂点まで の 長さ を計測し求 めた . 細胞外単 一
神経 細胞活動記録 に は, 先端 の 太 さ 3～ 4〟m の 3 M
NaCl をつ め たガ ラ ス 電極 を用 い た .
ⅠⅤ
. 神経化学的実験
1 ･ 粗膜画分 を用 い る[3H]Ndihydr o mo rphin e(以
下 [3H] - DH M と略) 結合能測定法
Sim a nto v ら1 8)お よ び Pa ste m ak ら1 9)の 方法 に 準 じ
て [3即-D ⅢM結合能 を測定した. 摘出 した脳 を水冷
後, 両側の B S Tを切 り出 し, ただ ち に-200Cに 保存,
2 週間以 内に 結合実験 を行 っ た . 保存 して あ っ た 組織
を解凍後, 3 匹分集 め, 1 mlの 0.1 M NaClを含 む50
m M Tris-H Cl buffer(pH 7.4)を加 え磨砕 し, 1
L
,000×
g で 10 min 間遠 心 後 上 浦 を さ ら に 30,000×g で 20
min 間遠心 し た. 沈漆 を 0.1M NaClを含 む 50 mM
Tris- H Cl buffer(pH 7.4) 3ml に 懸濁 し, 内在性オ
ビ ュ ー ト物質 を除く た め,37
0
Cで 45min 間イ ン キ エ ペ
ー 卜し たの ち 30,000×g で 20min 間遠心 し, 沈漆 を得
た
.
NaClを 除くた め NaCl を含 ま ぬ 50m M Tris- H Cl
buffer(pH 7･4)に 沈漆 を再 び懸濁 し, 遠心お よ び 磨砕
を 3 回繰 り返 し洗浄 した. 最終的に得られ た沈澄 を1.3
mlの 5m M Trisq HCl buffe r(P H 7.4) に 懸濁 させ
結合実験 に 使用 した .
この 懸濁液 130〟1 に 20/1`の Tris - H Cl buffe rあ る
い は 20/′1の 終濃度 1FLM の 1e v allo rpha nを加 えたの
ち 50〟1 の終演度0.25nM ま たは 2nM の[3日]- D H M
を加 え, 総容量 200FLl と し, 37
0
C 30 min 間イ ン キ エ ペ
ー 卜 した
.
イ ン キ ュ ベ ー ト後, 水冷 Tris- HClbufEe r5
ml で3 回洗浄 しなが ら ワ ッ ト マ ン グ ラス フ ィ ル タ ー
(G F/C)上 で吸引 しつ つ 炉過 した. フ ィ ル タ ー を乾燥
させ たの ち バイ ア)L/に 移 し,tOlu e n e-trito n s cinti11ato r
を 10 ml加 え, 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウン タ ー にて放
射能 を測定 した. フ イ )L/ タ ー は使用 前 に M edzihr ad■
Sky
20)の 方法 に 従 っ て, 水 で 飽和 した tertiaトa mylal･
C Ohol で洗浄 し,[3HトD H M が非特異的に フ ィ ル タ ー
ヘ 吸着され るのを防いだ. 特異的結合は,1pM lev alo r-
pha n存在下, 非存在下 の 結合の差と して求 めた
.
なお
結合実験 に 用 い た 懸濁液のタン パ ク質量は 20〟1 の反応
液 あた り約 100/`g であ っ た .
2 ･ 脳切片 を用 い た [8H] - D HM 結合能の測定
Ya m a m ot 1 7)の 方法 に 従 っ て海 馬切片 を作製 し,
Da vis ら21)の方法 に 準じ て[3H] - D H M結合能を測定
した. 予 備実験に よ っ て海馬内で も部位 に よ り受容体
数に 羞が あ り, 背側海馬よ りも 腹側海馬に や や 多い こ
と が わか っ た た め, 2匹 分の海馬切片を用い , 同 一 試
験管内に 背側海馬 と旗側海馬の脳切片を入 れ て部位差
に よ る影響を最小限度に した. 作製した脳切片 を750〟1
の 50m M Tris- H Cl buffe r(pH 7.4) 中に 浮遊 させ ,
125JLl の Tris-H Cl buffe rある い は終濃度 0.1～ 128
nM と な るよう非標識 MO R を125/Jl添加, さ らに 125
〟1の終濃度 2nM の[唱]- D H Mを加 え総容量 1 ml と
し て 37
0
C30min 間イ ン キ エ ペ ー 卜 した
. イ ン キ ュ ベ ー
ト後, 組織 を磨砕 し, その 一 部 をタ ン パ ク測定用 に 取
り残りは上 記ⅠⅤ - 1に 記した方法で処理 し放射能を測定
し た
. 特異的結合はIe v allo rpha nlOOFLM 存在下, 非
存在下の 結合 の 差と して 求め た. 反応液 1 ml あ たりの
タ ン パ ク質量 は約1～ 1.5m g で あ っ た . タ ン パ ク質量
は Lo w ry ら
2 2)の 方法 に 従い , ウ シ血 清 アル ブ ミ ン を標
準品と して求 めた.
試 薬
L - n O r epinephrine-H Cl(N E)(Sigm a), D-A la2 -
Met5-enkephalin a mide(D A MA と略), D - Ala2 - D-
Le u5-enkephalin(D A D L と略)(pe ninsula Lab.),
n alo x on e(Endo Lab.),[3H]-dihydro m o rphin e(70.7
Ci/m m ol)(Ne w Engla nd Nu cle a r), 1ev allo rpha n
(Hoffm a n- La Ro che), 塩酸モ ル ヒ ネ(三 共)を用 い ,
そ の他の 試薬も す べ て 特級品を用 い た.





1 . 正 常動物分界条床核 に お け るモ ル ヒ ネ, エ ン ケ
フ ァ リ ン類 お よ び ノ ル エ ビ ネ フ リ ン の作 用
S Tの 電気刺激 (毎秒1回) に 応 じ, B S Tか ら頂点
潜時約 10m s e cの 陰性の 場の 電位(以下場の電位 と略)
が生 じ, 時 に鋭 い ス パ イ ク様電位が場の電位 に 重畳す
る の が見 られ た( 図1, 記録 1). 薬物の 作用 を調 べ る
前に 場の電位の性質 につ いて検討 を加 えた. 外液 の Ca2 +
お よ び Mg
2 十濃度 をそれ ぞれ 0･45m M ,5 ･3m M とな る
よう 変化 させ ると , 場の 電位 は徐々 に 減少 して ゆ き,
5分後に は場の 電位は ほ とん ど認 め られ ない 程度に ま
で 抑制さ れ た. 再び標準液 を流す と, 10～ 15分後に ,
場の 電位は外液の組成 を変化さ せ る前 の大 き さに 回復
し た(結果図示 せ ず). この 結果は Sa w ada ら2 3)によ り
報告され た 結果 と 一 致 してい た. す なわ ち S T刺激 に 応
じ BS T か ら生 じた場 の電位 は主と して B ST ニ ュ ー ロ
ン の後 シ ナ プス 性神経活動を反映 した 電位 である こ と
が 示 さ れ た. 次 にS T に 2発刺激(刺激間隔 20m se c)
を加 えた. それ ぞ れ の刺激に応 じて B S Tか ら場の電位
が生 じたが , 1発め の 刺激 に応 じて生 じた 電位 の大 き
さ に 比 して 2発 めの刺激 に 応 じて生 じた電位 の大 き さ
は や や減少 し て い た (結果は図示 せ ず). こ の 結果 も





















Fig. 1. Sup pr e ssio n of fieldpote ntials elicited in a
bed n u cle u s ofthe stria te r min alis(B ST)slic eby
Striate r min alis(S T)stim ulatio ndu ring administ-
r atio n of D-A la2-M etS-enkephalin a mide
(D A M A) o r m o rphine(M OR), a nd the blo cking
a ction of nal0ⅩO n e(N A L). Re c o rd 2: 4.5min
after D A M Aw a s administe r ed at2.5pM . Re c o rd
3: 6min afte r M O R 50JLM . Re c o rd 5:1 0min
afte rN A L 2JLM . Re c o rd 6: 4.5min afte rD A M A
2.5JLM w a s ad ded to the m ediu m c ontaining
N A Lat2JJM . Re c ord7: 6 min afterM O R 50FLM
w a s addedto the m ediu m c o ntaining N A Lat 2
JLM . A fte r r e c o rds2,4a nd 6w e retake n,the slic e
w as w a shed withthe sta nda rd m ediu m u ntilthe
pote ntial a mplitude re c o v e red to the c o ntr o1
1ev el. In this a nd the follo wing figure s, SOlid
tria ngle sindic ate thetim e of S Tstim ulation .
に 生 ずる場の 電位 の性質 と 一 致 して い た. 場の 電位は
少な く と も 3 ～ 5時間安定 に 記録可能 で あ っ た .
E N K類似物質で ある D A MA 2.5FLM を標準液に 添
加す る と , 約 4.5分後に 場の 電位 は適用前の約 50% に
抑制さ れ ( 図1, 記録 2), 標準液 に て 10分間洗浄す
る と, 場の電位 は ほ ぼ適用 前の大 き さ に 回復 した. 同
一 標本で M O R 50〟M を適用 する と約 6分後 に 場の 電
位 は, 適 用前 の約 50%に 抑制 され(図1, 記録 3), 標
準液 に て 10分間洗浄す ると ほぼ適用 前の 大 きさ に 回復
した (図1, 記録 4). M O Rの特異的桔抗薬 と言わ れ
る NA L(2/∠M) の み を作用 させ て も場 の電位 はほ と
ん ど影響 を受けなか っ たが ,D A M A 2.5JLM や M OR50
JLM と N A L 2FLM を同時 に 適用 す る と, D A M A や
M O R の電位抑制作 用 はほとん ど完全に 消失 した( 図1,
記録 6, 7). した が っ て D A M A お よ び M O Rの BS T
に お ける 電位抑制作用 は, オ ピ エ ー ト受容体を介す る
作用 で あ ると 考え られ る.
次 に 正 常動物 に おい て , M O R濃度 と場の電位抑制作
用と の関係 を調 べ た. M O R は低濃度 か ら適用 する よう
に し, す べ ての 記録は M OR を適用 して か ら 6分後に
行 っ た . 記録後は す み や か に 標準液に て洗浄 し抑制さ
れ た場 の電位が適用前の大 き さ に 回復 す る の を確認 し
てか ら , 異な る濃度の M O R を適用 す る よ う に した .
以下の 実験に お け る, 濃度 一 反応曲線も同様 の方法 で
求 めた .
M O R濃度 を 10JJM か ら次第 に 高め る と , そ れ に つ









Fig. 2. Sup pe rs sio n of fieldpote ntialsby m o rphin e
in n o n-tr e ated c o ntr ol a nd m orph in e-pellet-
im pla nted guin eapigs. A: n O n-tr e ated c o ntrol.
B: 3 days afte r m o rphin e-pellet im pla ntatio n.
Ea ch r e c o rd w a stake n6 min after morphine w a s
administered at the indic ated conc entration .
The r e after, the tiss u e w a s w a shed with the
standa rd m ediu m for at le a st lOmin a nd the
pote nti ala mplitude w a s m ade to r e c o v erto the
c o ntr ol le v el befo r ethe n ext administr atio n.
オ ピ エ ー ト類縁物質 の作用と慢性モ ル ヒ ネ投与の影響
電位は適用前の 約 40%に 抑制さ れ た(図 2, A). しか
し M O R濃度 を 100ノJM 以上 に 高 め ても場 の電位 は こ
れ 以上 に 抑制 され な か っ た . こ の よ う に M OR濃度 を
十分高 めた 場合 に観察さ れ る電位抑制 の 大 き さ を,
M O R適用前 の電位振幅との 比で表 わ し, 以下 これ を最
大抑制 (m a xim al inhibitio n) と呼 ぶ .
さ ら に D A M A, M O R お よ び N E の単 一 神経細胞放
電 に お よぽ す影響 に つ い て調 べ た . S Tに 刺激( 毎秒1
回)を加 え なが ら, 先端 3～ 4p m の 3 M NaCl をつ め
た記録電極 を B S Tへ 進入 さ せ て い くと, 場の電位 に重
畳 し た単 一 神経細胞放電が記録 され た . 時に単 一 神経
細胞放電 は場の電位 よ り長潜時で現わ れ た り, また刺
激毎 に 潜暗が変化 す る こ と が あ っ た . したが っ て 以下
の 実験 で は ST 刺激 によ り B S T に誘発さ れ る, 大きさ
0.2 ～ 0.5 m V (潜時5～ 20m se c) の単 一 神経細胞放電
に お よ ぼ す D A M A, M O R お よび N E の作用 に つ い て
調 べ た . こ の時 D A M A 2.5FLM 適 用 後4.5 分以内,
M O R 50J(M 適用 後 6分以内あるい は N E 50FLM 適用
後 3.5分以 内 に 単 一 神経細胞放電が消失す る か あ るい
は数が減少 し た場合に 単 一 神経細胞放電 に対 す る抑制
作用 あ り と判定 した . こ の時間は, これ ら 3種 の薬物
が場の電位 を抑制す る の に 要す る時間を参考に し て決
め た. 単 一 神経細胞放電 の 薄暗だ け が変化 した場合,
お よ び単 一 放電 に 対 し全く変化を生 じ な か っ た場合に
は明瞭な効果な し と判定し た. な お これ ら 3種 の薬物
に よ り興奮さ せ られ た ニ ュ ー ロ ン は な か っ た .
B S Tニ ュ ー ロ ン 62個中 N E は 53個 を抑制 した. ま
た, 62個 の ニ ュ ー ロ ン の う ち26個 の ニ ュ ー ロ ン は
D A M A, M O R両方に よ り抑制 さ れ, 6個は M O Rの
み, 3個は D A M Aの み に よ り抑制 され た . 残り 27偶
の ニ ュ ー ロ ン は D A M A, M O Rに よ っ て は影響を受 け
な か っ た
.
す な わ ち B S Tの オ ビ ュ ー ト感受 性 ニ ュ ー ロ
ン 35個 の う ち 75% に 相当す る 26個 の こ ユ ー ロ ン は
D A M A, M O R両方に よ り抑制さ れ る こ とが わ か っ た
(表 1 ).
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2 . モ ル ヒ ネ耐性動物分界条床核 に お ける モ ル ヒ ネ,
エ ン ケ フ ァ リ ン類お よ び ノ ル エ ビ ネ フ リ ン の 作
用
1) モ ル ヒ ネ の 作用 お よび脳切片に お け るモ ル ヒ ネ
耐性現象の観察
M O Rペ レ ッ ト埋め 込 み後3 日目(以下3 日目と略)
の動物で は N A L注射 に よ り著明な禁断症状が 出現す
る よう に な り, 行動薬理学的に M O R耐性の状態に な
っ た こ とが わ か っ た . ペ レ ッ ト埋 め込み後 6 日, 9 日
め で も同様な禁断症状が出現 した. 次 に, M O R の作用
を3 日 め の動物と対照群と で比較 した . 3 日 めの動物
で も M O R濃度 を10〟M か ら次第に 高めて い くと それ
に つ れ て場の 電位抑制作用 は増大した が, 対照群 に 比
して 同程度 の抑制を得 るの に高濃度の M O Rを必要と
した( 図2, B). すな わ ち対照群で は M O R lOO〟M で
最大抑制 が観察さ れ たが ( 図2, A), 3 日 め の動物で
は, 最大抑制 を観察す る に はさ ら に高濃度の M O R 500
〃M を必要 と した (図2, B).
2) 脳切片に お ける モ ル ヒ ネ耐性現象の経時的変化
次 に , ペ レ ッ ト埋め込 み後 一 定時間ごと の 浪度 一 反
応 曲線 か ら E C50(最 大効果の 50%の 効果 を生 ずる
M O R濃度)を求 め, M O R耐性が形成さ れ る 時間経過
を調 べ た . ペ レ ッ ト埋め込 み後 1日 めで は MOR に 対
す る感受性変化 は ほと ん ど認め られ なか っ た が, 3日
め の 動物で は, 濃度 一 反応曲線は右 へ 移動 した. す なわ
ち E C5｡は対 照値の 13JJM か ら 79JJM へ と 6借上 昇し
た. M OR に 対す る感受性低下 はペ レ ッ ト埋 め込 み後 6
日め, 9 日め に も持続 して い た(図3). したが っ て M O R
慢性投与群で は 最大抑制を観察す るた め に は , 対照群
に 比 して高濃度の M OR を適用 しな けれ ばな ら な か っ
た
.
しか し, M O R慢性投与群の 最大抑制値 は投与の い
か な る 時期 に お い て も対照群の最大抑制値 と有意差は
な か っ た (結果図示 せ ず).
3) モ ル ヒ ネ耐性動物に お ける エ ン ケ フ ァ リ ン 類の
作用 お よび交叉 耐性形成の 有無
Table l･ Sul)PrF
SSi( =一 ()fsi叩1e c ell dis cha rges byI)-Ala2TM et5- e nkephalin a mide, m Orphin e a nd
Il(_)1でl〕111et)hri11 e
Nu mber ofn e uron s
Sup pr es sio n No cle a r e汗ect Total
D･A la2-M et5-enkephalin a mide
M o rphin e
Norepln ePhrin e
29 (47%) 33 (53%) 62 (10%)
32(52%) 30 (48 % ) 62(100%)
53(85%) 9 (15%) 62 (100%)
T he re s ults w e r e obtainedfr o m62n e uro n s r e c orded e xtr a c ellula ryfro m24 B S Tslic es of c ontrol
gpin e apigs･ E ffe cts of m orphin e(50jLM), DTA la2-M et5- e nkephaIin a mide(D A M A)(2.5〟M) and n o r e-
pln ephrine(50JJM) w e redete r min ed 6 min,4･5 min a nd 3.5 min afte r administratio n,r eSPeCtiv ely.
















































l.O t O 10 0 10 0l.O 10 10 K)00
M O R PH I N E(JJM )
Fig. 3. Do se
-
re SpO n Se C u rv eSfo rthe s up pe rs sio n of fieldpotentialsby m o rphin e afterim pla ntatio n
of m o rphin epellet. Do s e
-
re SpO n Se C u rv e SW r e Obtain ed bythe m ethod de s cribed in thelege nd of
Fig. 2. Sin c ethe m agnitude ofr espo n s e sto m o rphin e w a s v a ri blefro m slic eto slic e,thedata w ere
plotted a s% ofm a xim aleffe ct. Ea ch pointisthe m e a n± S. D . of 5to7guin e apigs･ Signific a ntly























































































































D-AL Af- M E TもE N K E P = A LLN A MID E(rN) D-A LG
-D-L E U5- E N K E P =ALIN(yM) N O R E PIN E PH RIN E(リM)
Fig. 4. Do se
-
re SpO n Se C u rv e Sfo rthe s up pr e ssio n of fieldpotentials by D A M A(A), D - Ala
2-D-Le u5
-
e nkephalin(D A D L)(B)a ndn o r epin ephrin e(N E)(C)in n on
-tr e ated c o ntrola nd m o rphin etole r a nt
guin e apigs(3 days afterpe11etim plantation).In eachpa n el,the v alu e s of E C50 andthe m agnitude s
ofm a xim al inhibitio n a r e show n o nthe rightfo rthe c o ntr ol(C)a ndthe m o rphin etole r a nt anim aIs
(T). Do se- re SpOnSe Cu rve SW e re Obtain ed bythe m ethod de s c ribed inthelege nd of Fig･2･ The effe ct
of D A M Aa nd D A D Lw a s r e c o rded 4.5 min after administr atio n, a ndthat of N Ew a sre c o rded 3.
5 min afte r administr atio n. Ea ch pointis the m e an± S. D. of 5to lOguin e apigs･
オ ピ エ ー ト類縁物質 の作用と慢性モ ル ヒ ネ投与の影響
BβT で は E N K類も 場 の電位 を抑制 す る. そ こ で
M OR に 対 し 耐性 と な っ た 3 日 め の動物 に お い て
D A M A,DAD L な どのE N K類に よ る電位抑制作用に
対す る 感受性変化 を調 べ た. D A M A, D A D Lに つ い て
濃度 一 反応 曲線 を調べ る と対照群 と 3 日め の動物の 間
に は差は み ら れず, 最大抑制の程度, E C5 ｡値 と も変化
は なか っ た (図4, A, B). す な わ ち M OR 耐性動物
では E N K類匿対する感受性変化は生 じてお らず, M O R
と E N K類と の 間に 交叉 耐性 は形成 され てい な か っ た .
4) モ ル ヒ ネ耐性動物に お ける ノ ル エ ビネ フ リ ン の
作用
B S T で は N E等の カ テコ ー ル ア ミ ン頼も場の電位 を
抑制 す る. そ こ で M O R耐性 とな っ た 3 日め の動物を
用 い て, N E によ る電位抑制作用 に 対す る感受性の変化
を調 べ た. 図 4, C に 示 した よう に, N E につ い て も洩
度 一 反応曲線を調 べ ると , 対照群 と 3日 めの 動物 との
間に 差 は見 られ ず, 最大抑制の程度 お よび E C5｡値 と も
変化 が なか っ た . す な わ ち M O R耐性動物で は N E に
対す る感受性は変化 して い な い こ とが わ か っ た .
3 . モ ル ヒ ネ ペ レ ッ ト除去動物 に お け るモ ル ヒ ネ耐
性の 回復過程
今 回 B S Tの 脳切片で観察 され た M O R耐性が可逆
的な変化 である か 否か を調べ る た め に , 埋め込 み後 3
日め に べ レ ッ ト を除去し た動物 か ら 0, 3, 7, 14 日
め に そ れ ぞ れ BST 切片 を作製 し実験 を行っ た. ペ レ ッ
ト埋 め込 み後 3 日 めの動物では E C5｡値 は対照傍 13JJM











P E L L E T R E M O V E D
( 3 R D DA Y)
書
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D A YS A F T ER PE L L E T R E M O V へL
Fig. 5. Re v e r sibility of m o rphin e tole r a n c e.
M o rphin epellets w e r e r e m o v ed at the third day
afte rpelletimpla ntatio n, a nd BST slice s w e r e
pr epa r ed im m ediately after(0)o r3, 7a nd 14 days
after rem o v alof m o rphin epellets. On e a ch slic e,
E C5 ｡ V alue s w er e m e a s u r ed fo r s up pre ssio n of
fieldpote ntials by m orphin e. C: C O ntr Ol. Ea ch
pointisthe m e a n± S. D. of 5to lOguin e apigs.











除去 す る と EC5 ｡値は徐々 に 減少 してゆ き, ペ レ ッ ト徐
去後 14 日 めに は 19/`M と ほぼ対照群と同値 に な っ た
( 図5). 最大抑制 の程度は ペ レ ッ ト除去後の い ずれ の
日に お い て も 対照群 と比べ て有意な善が な か っ た (結
果は図示 せ ず). す なわ ち今 回観察され た M O R耐性 は
可逆的 な変化であり, ペ レ ッ トを除去す る と M O R耐
性 は徐々 に 消失 して ゆき , ペ レ ッ ト除去後 14 日 め には
ほ ぼ完全 に 消失す る こ と がわ か っ た .
ⅠⅠ. 神経化学的実験
1 ･ 粗膜画分を用 い た[3H]-dihydrom o rphine 結合
能の測定
電気生理学的実験 に よ り確認され た M O R耐性形成
時 に , オ ピ エ ー ト受容体 の結合能が変化 して い る可能
性が考 え られ た た め, B S T の粗膜画分を用 い ラ ジオ リ
セ プ タ ー ア ツ セ イ を試み た. しか し M O R耐性が形成
され た 3 日め の動物 に お い て , 終演度 0.25IIM ま た は
2nM の[3H] - D H M を用い て結合実験 を行っ たが,
い ずれ の 場合 に も対照群 との 間に結合能の差異は見い
出せ な か っ た( 図6, A) (終演度2nM の[3H]- D H M
を用 い た 場合 の み示 した).
2 ･ 海馬切片 を用 い た[3H]dihydro m o rphin e結合
能測定
さ き に Da vis ら2 1】は脳 ホモ ジネ ー トを用い た 実験で
は M O R耐性動物と対照群と の間に[3H] - M O R結合
能の差は見い 出せ な か っ た が, 脳切 片を用い て 同様の
実験 を行っ た と こ ろ結合能の羞 を見 い 出 した と報告 し
てい る . 上記ⅠⅠ - 1 の結果が粗膜画分 を用 い た た めか
も しれ な い の で, B S T は非常に 微量 な組織 であ る ゆえ
海馬切片を用 い て, 結合実験 を試み た. しか し脳切片
を用い た場合 に も , 対照群 と 3 日 め の動物 と の間 に[3
H] - D H M結合能の差異は認 めら れ なか っ た (図6,
B). したが っ て BS T切片 を用い た 結合実験は行わ なか
っ た .
考 察
Ⅰ. 正 常動物分界条床核 に お け る モ ル ヒ ネ お よ ぴ エ
ン ケ フ ァ リ ン 類の 作 用 なら び に 多種類 の オ ピ エ
ー ト受容体存在の 可能性
中枢神経系, 末梢神経系で オ ビ ュ ー トが神経活動を
抑制す る こ と は よ く知ら れ て い る2 4). B S Tに 関して は
Sa w ada & Ya m a m ot 1 3)に よ り E N Kの 抑制作用 に つ
い て す で に 報告が ある が今 回の 実験 で M O Rに も場の
電位抑制作用 が あ り, M O Rの 特 異的桔抗薬 であ る
N A Lに よ り M O R の抑制作用 が完全に遮断される こと
か ら, M O Rの 作用 は特異的なオ ピエ ー ト受容体を介す
る作用 で ある こ とが わ か っ た .
















































































NO N- ｣A BE L L E DMOR PHI NE(nM)
Fig･ 6･ Spe cific [3H] - dihydr o m o rphin e([3H卜 D H M) binding to the gufne a pig br ain ･ (A)
Spe cific [3H] 一D H M bind ng to B ST. Bilateral BSTsfro m thr e eguin e aplgS W e repO Oled a nd
hom ogeniz edinic e c old50m M Tris
- H Cl buffer(pH 7.4)c o rltainingO.1 M NaCl,the n c entrifuged
atl,00 × gforlOmin. T hereafter, the supe rn ata ntfr a ctio n w a s c e ntrifuged at30,000× gfo r20
m in. T he sedim e nt w a s su spe nded in 50m M Tris
- H Cl buffe r c o ntainingO.1 M NaCla nd in c ubated
at37
0
C fo r45min to diss o ciate e ndoge n o u s opioids. T his su spen sio n w a s r e c entrifuged at30,000×
gfo r20min a nd w a shedthr e etim e sin 50m M Tris-H Cl buffer(NaCl fr ee). Spe cificbinding w a s
a ss ayed in duplicatebyin c ubating130JLlofthe s u spe n sio n(abo utlOOJLg prOtein)in atotalv olu m e
of 200/JI wi th 2nM [3H] - D H M(70.7 Ci/m m ol)at37
凸
C for 30minin the pre se n c e a nd abs e n c e
of lJLM lev allo rphan(forthe no n-Spe Cificbinding). Bou nd [3H] - D H Mw a s s epa r ated fro mfre e
lig and by rapidfiltratio n under v a c u um thr oughW hatm a nG F/C filte rs. C: C O ntr Ol, T : m O rphin e
toler a nt a nim al(3 days afte rim plantatio n). Valu e s a r e sho w n a s m e a n± S. D . of 6a nd 7
experim e nts. (B) Spe cific [3H] - D H M binding to the hippo c a mpal slic e sdete r min ed by the
displa c e m e nt m ethod. H ip po c a mpalslic e s w e r ein c ubated at37
0
C fo r30minin 50m M Tris-H Cl
(pH 7.4)with 2nM [3H] - D H Ma nd v a rying c o n c entr atio n s ofn o n-1abelled m o rphine(indic ated
o nthe abscis sa)in atotalv olu m e of lml. No n-Spe Cificbinding w a sdete r min ed a s [3H] - DHM
bindingin the pre s e n c e of lOO〟M of le v allo rpha n. A fterthein c ubatio n, Slic e s w e r eho m oge niz ed
a nd bo und [3H] - D H Mw a s s eparated from fre e liga nd a sde sc ribed abo v e. Co ntrol: n O n-
tre ated c ontrol, 3rd day: 3 days afte rpelletim pla ntatio n. Valu e s a re sho w n a s m e a n± S. D . of
atle a st 6 expe rim ents.
体 を介 した 作用で あ るのか ,あるい は M O Rお よび E N K
類 は それ ぞ れ異 な っ た 受容体 を介 して作用 をお よ ぽ す
の か と い う問題 に つ い て検討 が加 え られ て き た . そ の
結果多くの 研究者 に よ りオ ビ ュ ー ト受容体が 一 種類 で
は なく, 少な く と も数種類 は存在す る とい う 可能性 が
示唆され た 25卜 27). しか し単 一 の受容体 しか 存在 しな い
と した報告もある28). 最近 William s& Zieglga n sbe rg-
e rは29)ラ ッ ト大脳皮質 を用 い, Ega n & No rth は3 0)テ
ン ジ ク ネ ズ ミ腸間膜神経節を用 い , 同 一 神経細胞上 に
少 なく とも 2種類 の異な っ た オ ビュ ー ト受容体 の存在
を 示 した
.
す なわ ち, M O R お よ び E N K類が そ れ ぞ れ
特異的に結合す る と考 え られて い る 〟 およ び ♂ 受容体
が同 一 神経細胞上 に 存在す る 可能性 を示 した も の で あ
る .
そ こ で , BST の 細胞 に つ い て単 一 神経細胞放電を細
胞外で記録 し, ♂ 受容体 に 特異的に 結合す る と考えら れ
る E N K類 と して D A M A を, ま た p 受容体に 特異的に
結合す る と 考え ら れ る M O R を用い , こ れ ら受容体 の
同 一 神経 細胞上 で の 存在 に つ い て検討 した . こ の 実験
で は D A M A は 2.5JLM ま た M O R は 50/JM 適 用 し
た . そ の 結果, 62偶 の B S Tニ ュ ー ロ ン の う ち 6個 は
M O R の み, ま た 3個 は D A M Aの み に よ り抑制され る
こ とが わ か っ た
.
す な わ ち 一 部の 神経細胞 に は 〟 ある
い は ♂ 受容体 のうち ど ち らか 一 方しか 存在 しな い と考
オ ビ ュ ー ト類縁物質の 作用 と慢性 モ ル ヒ ネ投与の 影響
え
.
られ , また D A M A 2･5JLM お よ び M O R 50FLM を適
用 す る条件下 で は それ ぞ れ D A M A は6 受 容体, M O R
は 〟 受容体 に 結合し て神経細胞 に 作用 をお よぽ してい
る と考 えられ た. さ ら に , 調 べ た 35個 の オ ピ エ ー ト感
受性 ニ ュ ー ロ ン 中74%(26個)は, M OR お よび D A M A
に よ り抑制 され る こ とが わ か り, やは り B S T でも同 一
神経細胞上 に 〟 およ び ♂受 容体が存在す る可能性が 示
さ れ た
.
こ の よう に異な る受容体である可能性が 示された 〟 お
よ び ♂ 受容体間の 相互作用 に 関し て は研究が始ま っ た
ばか り で あ るが , す で に Rothm a n& Westfal131)3 2),
Va ught ら3 3)はin vitro お よ びin viv oの 実験か ら, 6
受容体 を介 して 〟 受 容体結合能が増大 する こ と を報告
して い る
.
B S T では場の 電位抑制作用を指標 に して調
べ た 限り,E N K類 に よ っ て M O Rの 作 用が 増大する結
果 は得 られ な か っ た (Mats ui未発表).
ⅠⅠ. 分 界条床核脳 切 片 に お け る モ ル ヒ ネ耐性現象の
観察
M OR ペ レ ッ ト埋 め込 み法は 比 較的短期間 のう ち に
M O R耐性動物 を作製で き る方法で ある. 行動薬理 学的
に 著明な禁断症状が出現す る よ う に な っ た 3日 めの 動
物 で は M O Rに 対す る感受性が低下 し, 対照群 と比 べ
て同程度の 場の 電位抑制作用 を得 る の に , 対照群の 場
合よ り 高濃度の M O Rを要す る よ う に な り , 濃度 一 反
応曲線 は右 へ 移動 した
.
こ の 結果 は, 脳切 片を用 い た
実験系で も M O R耐性現象が観察 され る こ と を意味 し
て お り , BS Tの 脳切片が中枢神経系 に お け る M OR耐
性形成機構 を研究す る ため の 1 つ の 有用 な モ デ ル と な
る こ と を示 して い る.
B S T脳切片で 観察さ れ た, ペ レ ッ ト埋 め込 み 法に よ
る MO R耐性形成 お よ びペ レ ッ ト除去に よ る M O R耐
性消失の 時間経過 は, Goldstein & SchulzI 5), Schulz
ら34 )が 末櫓組織摘出標本で 観察 し た現 象と ほ ぼ 同じ結
果で あ り E C5 ｡を指標 とす る 限り, 埋 め込 み 後3 日 めに
耐性の 程度は最大 (E C5 ｡= 79〟M) と な っ た が, 6 日
め (E C5 O= 68〆M), 9 日 め (EC5 ｡= 65FLM) に お い て
も耐性 は持続 し て い た(対照 胤 E C5 ｡= 13〟M). 一 方 ,
W ei1 6), W ay ら
3 5)は 主 と して N A L注射 に よ り誘発さ
れ る禁断症状 の 程度 を指標と した 実験 か ら, 埋 め込 み
後 3 日 めに 耐性の 程度は最大と な るが その 後ペ レ ッ ト
を除去 しな く とも 徐々 に 耐性の 程度 は減弱 し, 6 ～ 9
日後に は対照 レ ベ ル に ま で減弱す る こ と を報告して い
る が こ の 結果 とはⅦ一 致し なか っ た .
ⅠⅠ
. 分 界条床 核脳 切 片 で観察さ れた モ ル ヒ ネ耐性現
象 の in viv oに お ける 意味 づ け
今回 B S T脳切片で 観察 され た M OR 耐性の 程度は
E C5 0の 変化を指標 とす る と, 対照値 13/∠M か ら 3 日め
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の 動物 で 79jLM と約 6倍程度 の上 昇であ っ た . Schulz
ら3 6)3 7)は マ ウ ス 精 索 で は M O R類似作 用 を 有 す る
Sufe nta nyl を, テ ン ジ ク ネ ズ ミ 回腸 で は M O R を用い ,
それ ぞ れ の 薬物を慢性投与 し, 耐性形成時の EC5｡の 変
化 を調 べ た
.
そ の 結果, 精索で は 1,000倍, 回腸 で は
80倍 に 上 昇 して い た と報告 した. 同じくSchulz ら3 8)は
マ ウ ス の 脳 室内 に s ufe nta nyl を慢 性投与 し, 無 痛
(a n alge sia)と 無動(catatonia) を指標と して耐性形
成時の E C5 ｡の 変化 を調べ た結果, E Cs｡は約1 5倍 に上昇
してい た
.
Fe rn a nde sら3 9)も動物の 行動 を指櫻 と して耐
性形成時の E C5｡の変化 を調 べ たが , 0 ～ 10倍程度の 上
昇 で あ っ た と報告 した.
す で に 緒 言 で 述 べ た よ う に Calvin o ら9)お よ び
W o oten ら1 0)の 実験に よ り BS T が M O R耐性および禁
断症状発現に 関与 して い る部であ る こ とが 示 さ れ て い
る
.
す なわ ち, 今回 BS T脳切片で観察さ れ た M O R耐
性 は, その 程度 に お い て, 末栴組織摘出標本で報告さ
れ た耐性の程度 より 弱い も の で あっ たが,Schulz ら3 £),
Fer n a ndesら3
9)が行動 を指標 と して 調べ た耐性の 程度
と ほ ぼ 一 致 してお り , Calvin0 ら9), W o ote nら1 0)の報
告 と合わ せ 考え ると ,M O Rに より何らか の 影響 を受け
る B S Tの 関与 する行動と関連があるもの と考 えられる.
ⅠⅤ. モ ル ヒ ネ耐性動物 に お け る エ ン ケ フ ァ リ ン類 に
対す る感受性の 変化お よび 受容体 の 多様性
先 に B S Tニ ュ ー ロ ン 上 に は 〃 お よ び ♂ の 2種の 受
容体が 存 在 し, それ が異な る受 容体で あ る可能性 に つ
い て述 べ た . そ こ で さ ら に 佑 ♂ 受容体が異 なる受容体
で あ るか 否か明 らか に する た め M O R耐性動物に お い
て E N K類 に対 する感受性の変化を調 べ た.
E N K類と して D A M A およ び D A M A よ りさ らに 6
受 容体 へ の 結合特異性の 高い と言われ る D A D Lを用 い
感受性の 変化を調 べ る と, 図4の A, B に 示 した よう
に , こ れ ら E N K類に 対する感受 性に は全く変化の な い
こ とが わ か っ た . すな わち M O R と E N K類 との 間に は
交 叉耐性が形成さ れ ず, さ ら に M O R耐性形成時に は
〟 受容体 に 特異的な M O Rの み に 耐性と な っ て お り,〟
お よ び ♂ 受容体 は異な る受容体 で あ る可能性が高い と
考 え られ る.
こ の ように M O R と E N K類との 間に 交叉耐性が生じ
な か っ た 例 は い ま ま で に も 報告さ れ て い る
.
Schulz
ら26)3 8)は マ ウ ス 精 索 を用 い , D A D Lの 慢性投与 で は
D A D Lに の み, ま た無痛, 無動を指標と した実験で も
S ufe nta nyl慢性投与 で は sufe nta nylに の み 耐性が 形成
され た と報告して い る. さら に Cla rk & Be rnardini40)
の ネ コ を用 い た 実験 で は, モ ル ヒ ネの 体温 上 昇作用
(m o rphin e-induc ed hype rthe rmia) を 指標 と し
M O R を慢性投与 す る と M O R の みに 耐 性 と な り
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D A D Lに 対 する感受性 に は変化が な か っ た . La w ち
4 1)
は同様の 結果 を培養細胞 を用い た 実験 で示 した. す な
わ ち M O R を培養液中に 添加 して お く と M O Rに よ る
ade nylate cyclase 抑制作用 は減弱 した が, D A D Lに
ょ る抑制作用は変化 しな か っ た . ま た き わ め て最近,
Fre n ch & Zieglga n sbe rger は
8〉ラ ッ ト海馬切片 を用 い
M O R慢性投与の結果, n O rm O rphin eに よ る錐体細胞
興奮作用は減弱 した が, E N K類 に よ る興奮作用 に は変
化が なか っ た こ と を報告 した . す な わ ち, こ れ ら の結
果 は, 〝 ある い は ♂ 受容体 それ ぞ れ を特異的に 耐性 を
形成させ る こ とが 可能で あ り, 〟, ♂受容体 は異な る受




モ ル ヒ ネ 耐性動物 に お け る ノ ル エ ビネ フ リ ン に
対 す る 感受性
M O R の作 用 に種 々の伝達物質が関与 してい る結果が
報告 され て おり, こ れ ら の伝達物質 に 対す る 感受性 の
変化 も耐性形成機構 を考 え る上で 重要な問題である.
M O R耐性に 伴う N Eへ の感受性 の変化 に つ い て ,
H amburg & Tallm a n
4 2)は α2受容体作動薬である [3
甘トclo nidin eを用 い た結合実験 の結果, ラ ッ ト大脳皮
質, 脳幹で は M O R耐性 に伴 い α2受容体の 結合能が増
加 した と報告した . Goldstein & Schulz1 5)4 3)は テ ン ジ
グ ネズ ミ回腸縦走筋 一 神経草標本 を用い , こ の 系で神
経帯電気刺激 に応ずる筋収縮 を抑制 す る N E, dopa ･
min e(以下D A と略) お よび促進的 に 作用す る s ero ･
tonin(以下5- H T と略)に 対す る感受性が M OR耐性
形成に伴 い 変化 す るか 否か調 べ た. M O R はこ の 系で抑
制性 に作用す る こ とが 知ら れ て い る. 結果 は N E, DA
に 対す る感受性 は低下 し, 一 方 5- HT に対 す る感受性
は冗進 した. これ は抑制性に 作用 す る M O R が長時間
作用 した結果代償的 に 抑制性 に 作用 す る物質 に対 して
は低感受性 に な り, 促進性 に 作用 す る物質 に は高感受
性 に な っ た と推論 され た . 表 1に 示 した よう に N E は
B S T で は抑制性 に 作用 したが , こ れ は α2受容体 を介す
る作用 で あ る こ と が わか っ た (M ats ui未発表). そ こ
で M O R耐性動物で N Eに 対す る感受性の 変化 を調 べ
たが , M O R耐性形成に伴 い N Eに 対する 感受性 は全く
変化 し なか っ た . こ の結果 は, Ha mbu rg& Tallm a n
4 2)
お よ び Goldstein & Schulz
1 5)4 3)の 結果と異 な っ た . こ
れ は 同 じ α2受容体 を介す る作 用 で も脳 の 部位 に よ り
M O R耐性の 影響 を受 ける程度が異な る こ と に よるの か
も しれ な い . ま た Goldstein & Schulz
15)4 3)は受容体の
種類に つ い て 記載 しては お らず, 彼 らの観察 してい た
現象 は 勉 受容体以外 の受容体 を介 して 生じて い た可能
性 もあり, その た め今回 得た結果が彼 らの 結果と 一 致
しな か っ た のか も しれ ない .
な お ,B S T で は Sa w ada ら
23)に より neu r ote n sin が
興奮性に 作用す る こ とが 報告さ れ て い るが , 今回の実
験で は, neu rOten Sin に 対 す る感受性 の変化 に つ い ては
調 べ なか っ た .
ⅤⅠ. モ ル ヒ ネ 耐性 の オ ピ エ ー ト受容体結合能 に お よ
ぽす 影響
B S T の脳切片 を用 い た電気生理学的実験 に よ り,
M O Rペ レ ッ ト埋 め 込 み後 3 日 めの動物 は, M O R に対
す る感受性 が低下 して M O R耐性の状態である こ とが
証明さ れ た . そ こで オ ビ ュ ー ト受容体の 数や 親和性の
変化 に よ っ て M O R に対す る 感受性低下が生 じた 可能
性 を調 べ るた め , [3H] - D H M を用 い て 結合実験 を行
っ た. [3IlトD H M は〟 受容体に 特異的 に 結合す る と
考 え られ て い る. しか し, 図 6, A に 示 した よう に対
照群 に 比 し て結合能に 減少傾向 は見ら れ たが , 有意な
菱は見 い 出せ なか っ た . こ れ まで 多く の研究者が 小脳
を除く全脳の膜画分や シ ナ プ トソ ー ム 画分を用 い M O R
耐性 に 伴う受容体結合能の変化 を調 べ た が, い ずれ も
受容体 の 数, 親 和 性 に は 変化 が な か っ た と 報告 し
た4 4)
- 4 6)
. 今回 の 実験で は B S T とい う か な り 限局 し た
部位 の受容体 に つ い て調 べ た にも か かわ らず, 結合能
に 羞 は なく, 従来の報告 を確証 した に と ど ま っ た .
～ 方, Da vis ら2 1)は, 視床, 線条体, 脳幹 を含 む脳切
片 を用い た結合実験 を行 っ た. その 結果 , M O R耐性動
物で は[3H卜 M OR の特異的結合が減少す る こ と を見
い 出 した. ま た彼 ら は脳 ホ モ ジ ネ ー ト を用 い て の結合
実験も行 っ て い るが , そ の 場合 に は[3H卜 M O Rの 結
合 は対照群 と M O R耐性群と の 間に 差が な か っ た と報
告 し, 脳切 片 を用 い た結合実験の有用性 を主張 した.
しか し彼 らの 報告■に は, 受容体の数が減少 した の か ,
親和性が 減少 した の か明確な記載 が な か っ た .
そ こ で, B S T は非常 に 微量な組織 ゆ え, 海馬切 片を
用 い Da vis ら
21)の方法に 従っ て[3H卜D H Mを リ ガ ン
ドと して結合実験 を行っ た. 確か に , 彼 ら の 主 張す る
低濃度非標識 M O R添加 に よ っ て無添加 の 場合 よ りも
[3H:トD H Mの 結合が 増加す る " 正 の協調性
"
の 傾向
は認め た も の の , M O R耐性動物と対照群と の 間に 結合
能の羞は見い 出せ ず Da vis ら2 1)の 結果 と 一 致 しな か っ
た
. 彼ら の 結果と 一 致 し なか っ た理 由は現在の と こ ろ
説明 で き ない . 海 馬切 片 を用 い た結合実験で M O R耐
性動物 と対照群と の 間に[3B]-D ⅢM の特異的結合の
差 を見い 出せ な か っ たの で B S Tの 切 片を用 い る結合実
験 は行わ なか っ た .
[3H]-D HM を用 い た 結合実験か ら M O R耐性形成
に伴 っ て受容体自体の性質, す なわ ち 受容体 の 数や 受
容体 に結合 す る物質 に 対す る親和性は変化 しな い こ と
が わ か っ た . した が っ て M O R耐性 は, 受容体と M O R
オ ピ エ ー ト類縁物質の 作用 と慢性モ ル ヒ ネ投与の 影響
の 結合 に つ づ く神経活動抑制作用発現 に 至 る細胞内機
構の変化 に よ り生 じた も の と考え ら れ る.
ⅤⅠ. オ ピ ニ ー ト受容体活性化と そ れ に つ づ く 薬理 作
用 発現 に 至 る 反 応機構
B S T脳切片 を用 い た系で電気生理学的実験に よ り証
明され た M O R耐性現象を説明 しう る受容体自体の変
化は, [3H] - D H Mを用 い た 結合能測定の 実験 か ら は
得られ な か っ た . した が っ て M O R耐性 は受容体活性
化に つ づ く 薬理 作用(B S Tに お い て は神経活動抑制作
用) 発現に 至 る細胞内機構 の 変化に よ り生 じた も の と
考え ら れ る. 今回の 実験で は, 受容体活性化 につ づ く
反応機構解明 の た め の 実験は行わ な か っ た の で 以下文
献的考察 を試み た.
受容体活性化に つ づ く 反応 はい ま な お 不明 で ある が
生化学的実験事実が次第 に集積 しつ つ あ る. 受容体 の
同定に つ づ き , 脳 ホ モ ジ ネ ー ト を用 い た 実験か ら, オ
ピ エ ー ト類が cyclic A M P(以 下 cA M P と略) の 基礎
レ ベ ル に は影響 しな い が pro stagla ndin El , E2 (以 下
P G と略) の 刺激に よ り生ずる cA M P の増加 を抑制す
る こ と が見い 出され た4 7). 同様の結果は培養細胞を用 い
た実験 で も得 られ4 8), オ ビ ュ ー ト類 の作用 点 は ade ny･
1ate cycla s eお よび pr otein kin a s e活性の 阻害 で ある
こ とが 最近報告さ れ た4 9). こ れら の 事実を踏 まえ次の よ
う な仮説が提出さ れ て い る . す な わ ち慢性 M O R授与
の 開始直後は ade nylate cycla se活性 の 阻害と cA M P
減少 がお こ る が, 時間と と も に ade nylate cycla se活
性 は代償的 に上 昇 し, CA M P も 正常値 へ と回復 す る.
こ の 過程が M O R耐性お よ び依存形成の 機構で あ る と
い う仮説 である5 0).
こ れ らin vitr oで の 実験結果 とin viv oで の 反応 と
の 関連 に つ い て は ま だわ か っ て い な い が , B S Tで は,
あらか じめ pho sphodie ste ra s e阻害剤の 3-is obutyトト
m ethylx anthine や cA M P類 似 物 質 の dibutyryl
cA M Pを添加 して お く と, 図1 に 示 したよう な D A M A
お よ び M O Rに よ る電位抑制作用 が 減弱す る (M atsui
未発表). この 結果 は cA M Pの 減少 と オ ピ エ ー ト類縁
物質 に よ る場 の 電位抑制作用 と の 間 の 関連 を示唆す る
もの と して興味深い .
また従来か ら Ca2 +と オ ビュ ー ト類 の 相互作用 に つ い て
は多くの 研究が な され たきたが51),最近 で は c alm odulin
(Kakiu chi ら5 2)) ( 以下 CaM と略) との 関連に 注目 し
て研究が進め ら れ て い る . その 結果 , オ ビ ュ ー ト類の
作用 に より CaM の 神経終末内での 存在部位が変化する
こ と が見 い 出さ れ た. ま ず急性 M O R投与 で は , 細胞
質内申の タ ン パ ク質が Ca2 +MCaM 依存性に リン 酸化さ
れ る が, M O R慢性投与ラ ッ ト では M O Rに よ る この リ
ン酸化反応が見ら れ なか っ たと の報告が なされ た53)54)
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さら に Nehm ad ら55)は M O R急性投与で は神経終末部
の 膜結合性 CaM が減少す る が, M O R慢性投与 ラ ッ ト
で は, 線条体, 視床, 中脳等で 迦に 増加 して い た こ と,
を報告 した. 同様の 結果 は Bo n n et ら5 6)に よ っ て も確認
され て い る が Clo u et & W illia m sは5 7)可溶性画分の
CaM が増加 した と報告しまだ 一 致した結論が得 られ て
い な い
. 脳 の 部位差や CaM 活性測定法の問題 もあるが
CaM を介す る反応と して オ ピ エ ー ト頻の作用 を促 えて
い く研究は今後盛ん に な るも の と思われ る.
これ まで考察 してきた受容体の概念 は薬理学的概念で
あ っ たが , 最近に なり , 受容体 を単離しよ う と の 試み
が な され , 受 容体の概念は より 実体的なも の に な っ て
き た
.
Sim o nds ら5 8)は 受容体と して の活性を保 っ た 状
態で の可溶化 に成功 した と報告 した. しか し彼らの 単
離 した受容体 は, 結合実験で は受容体の性質を満足す
るも の で あ っ た が, ade nylate cycla s e系とは 共役 し な
か っ た .
以 上 の よう に, 現在の と こ ろ受容体の本態お よ び受
容体活性化 に つ づ く薬理作用発現に 至 る反応機構 は正
確 に は わ か ら ない が, 近い 将来単離さ れ た受 容体 に つ
い て性質が よ り詳細 に 調 べ ら れ, ま た受容体清性化 に
つ づ く 反応機構も理 解され ,M O R耐性形成機構に つ い
て満足ゆ く説明が な され る も の と考え られ る.
結 論
中枢神経系に お ける モ ル ヒ ネ耐性形成機構 を解明す
る目的で , テ ン ジク ネ ズ ミを用 い , 分界条床核 ニ ュ ー
ロ ン の オ ピ エ ー ト類縁物質に対す る感受性 な らび に 慢
性モ ル ヒ ネ 投与 の影響 を調 べ 以 下の 結論を得た .
1)S T刺激 に応 じ B S Tに生 じる陰性の 場の 電位 は
EN K塀の み な ら ず MOR に よ っ て も抑制さ れ た.
2)B S Tの オ ピ エ ー ト感受性 ニ ュ ー ロ ンの 75% は同
一 神経細胞上 に M O R, E N K額が それ ぞれ特異的 に 結
合す る と考 え られ る, 〟 お よび ♂受容体 を有 して い た
が , 残り 25%の こ ユ ー ロ ン はい ずれ か 一 方の み に 有 し
てい た.
3 )M O Rペ レ ッ ト埋 め込 み に よ り 3 E]後 に は M O R
に 対す る感受 性が低下 した. すなわ ち BST 脳切片を用
い た系 で も M OR耐性現象が観察で き る こ とがわ か り,
中枢神経系に お ける M O R耐性形成機構 を解明 す る上
で, B S T脳 切 片を用い た系が 有力な実験系に な る ヱと
が 示 され た .
4)M O R耐性形成時, M O Rに 対 しての み 耐性が形
成され , E N K類と の 間に は交叉 耐性 は形成さ れ なか っ
た . す な わ ち 〃 受容体と ♂受容体は異な る受容体 であ
る こ とが 示 され た.
5)[3H] 一 D H M を周い た結合能測定の実験か ら,
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M O R耐性形成時に 受容体 の数 お よ び親和性 に は対照
と比べ て変化が な い こ と が わ か っ た . す な わ ち, 今回
電気生理学的実験 に よ り証明され た MOR 耐性現象は,
受 容体活性化に つ づく神経活動抑制作用発現 に 至 る反
応機構 の変化に よ っ て 生 じた可能性が 示 唆され た
.
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Neu ro n al Sen sitivtyto Opiate and Opioid Pep6desin the Bed Nu cleu s oftheStriaTe min alis:
E 蝕cts of C hro nic M orphin eTreah ent Hir o aki Matsui,I)epartm ent ofPhysiolog y, Scho ol
Of Medicin e, Ka n aza w aUniversity, Kanaza w a,920- J･ Ju z e nMed･ So c･ , 92, 77N 9 1(1 9 8 3)
Key w o rds: mO rPh ine, m O rPhin etolera n c e, OPiate rec epto r, e nkephalin,
bed n ucleu s ofthe striater min alis.
A bs仕a ct
In orde rto elucidate the m echamis m of m o rphin etoler a n c ein the c e ntr aln e rv O uSSyStem , the
n euron al sen sitiv ty to opiate a nd opioidpeptidesin the bed n u cle u s of the stria te r min alis(B S T)
a nd effects ofchr o nic mo rphin etr e atm e nt w e r e ex amined wit h t hin brain slic es ofguin e apigs.
Both m orphine(P agOnist) a nd e nkephalin s(∂- agO nist), Su Ch a sD -A la2 - M et5 - e nkephalin amide
匝A M A)and D- A la2 -D - Leu5 - e nkephalin(D A D L), SuP Pr e SS ed fieldp｡te ntialsin t hin B S Ts e cti｡ nS
elicited in vitro by a single sho ck to the stria te r min alis. Single ce11 discha rge s w er e r e c o rded
e xtrac ellula rly fro m sixty-tW O B S Tn e u ro n s altogethe r･ O f the se n eu ro ns, tW e nty- Six w e r e
SuP Pre Sed by m orphine a nd D A MAI Six wer e o nlyby m o rphin e a nd thre e w e r eo nly by D A M A.
T hese res ults show ed t hata c o nsiderable am ou nt ofn eu r o n s(7 5% ofopiate s e n sitiv en eu r o n s)in
t he B S Tc ar ried bothp a nd6 r e c eptors, Whichar e entities differ e nt fr o m e ach ot he r. T hree days
after m orphin e pe1et impla ntatio n, guin e apigs were r e nde r ed tole r a nt to m o rphin e a nd ECs o
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(t h? C O n C e ntr atio n requir ed fo r m orphine to ca use 5 0% of the m a xim al effect) w as79pM,
n e a rly six tim e sthe v alue in the c o ntrol a nim als(E C5 0= 13pM). These results show ed that
toler a n c eto m orphine c o uld be obser vedin thet hin B S Tsectionsand that thethin B S Tsectio ns
w e r e o ne of the v aluable m odels to elu cidate the m echanism ofdevelopm ent of tolerance to
m orphine in the ce ntr al ne rv o u s sy tem . No significant cha nges occurred in sensitivity to e n-
kephalinst hree days afterim pla ntation of m orphin epellets. Thi$indicatedthatno closs
･tOlerance
dev eloped betw een m orphine a nd e nkephalins. Addition ally, Se nSitivity to n oreplnePhrine,
a putativ einhibito ry tr an smitte rin BST, W aS n Ot Changed. Re v ersibility of m orph ine tole ra n c e
w a sex a min ed by pellet re m o v al o n t he third day afte rim pla ntation . A fter pe11et r em o val,
tole r a n c eto m orphine w asgr adualylost a nd the tissu er egained norm als e n sitivityto m o rphine
(E C50=1 9pM) within fourt$en days. Cha ngesin r ecepto rcharacteristics of the BST fro m moト
phine-tOler antguin eapigs w e r eex a mined by radioreceptor ass ay by using[
3
Hトdihydro m o rphin e
as a liga nd, but the binding capa city w as n ot statistical 1y d iffer e nt betw een tle C O ntr OIs and
m o rphine-tOlerant guin e apigs. T he s e r e sults indic ate that mo rphine tole ranc e cann Ot be ex -
Plain ed by cha ngesin the n u mbe r a nd affinity ofopiate rec epto rs. Tole ran ce pr obably re sults
fr o m m odific atio n of the m e cha nism mediating r e c eptor a ctivatio n and suc c essive ne ur o nal
inhibitory effe ctof m o rphin e.
